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研究成果の概要（和文）：　本研究では解糖系酵素アルドラーゼAに着目し、M細胞におけるアルドラーゼAを介した異
常型プリオン蛋白の取り込み機構の解明を目的として研究を行った。アルドラーゼAは吸収上皮の微絨毛に多く局在し
、杯細胞では粘液顆粒に確認された。また、濾胞随伴上皮M細胞の管腔側表面および細胞質中と、輸送小胞および細胞
質に多く局在する。アルドラーゼA抗体処理によりアルドラーゼAの発現を阻害すると、M細胞のプリオン蛋白結合蛍光
ビーズのトランスサイトーシスが抑制されることが判明した。以上より、腸管M細胞にはアルドラーゼAを介した異常型
プリオン蛋白取り込み機構が存在することが示された。

研究成果の概要（英文）：The exact mechanism by which BSE crosses the intestinal barrier is not clear. M 
cells are able to incorporate large numbers of PrP coated magnetic particles into intracellular vesicles, 
which we collected. The results of 2-DE show a specific protein associated with the PrP-coated particles. 
This protein was identified as aldolase A, a glycolytic pathway enzyme, using LC-MS/MS analysis. Aldolase 
A was synthesized and secreted by BIE cells, and increased during M cell differentiation. In the villi of 
the bovine intestine, aldolase A was detected on the surface of the epithelium and in the mucus droplet 
of goblet cells. In the FAE of bovine jejunal and ileal Peyer’s patches, aldolase A was localized on the 
surface and the apical part of the M cells. The binding of rbPrP to aldolase A was clearly detected and 
inhibited by pre-treatment of anti-aldolase A antibody. Therefore, aldolase A-positive M cells may play a 
key role in the invasion of BSE into the body.

研究分野：解剖生理学
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１．研究開始当初の背景 
	
 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 （ Transmissible 
Spongiform Encephalopathy:TSE）はプリオ
ン病とも呼ばれ、感染因子プリオンと称され
る異常な蛋白質によって引き起こされる致
死性の神経疾患である。TSEにはヒツジのス
クレーピー、ウシ海綿状脳症（Bovine 
Spongiform Encephalopathy;BSE）および
ヒトのクロイツフェルトヤコブ病（CJD）な
どが知られている。BSE はウシの TSE であ
り、ヒトの変異型クロイツフェルトヤコブ病 
が牛由来食品を介したヒトへの伝播による
ものであることがほぼ確実となっている。 
	
 腸管粘膜は、常に様々な食物と共に病原性
細菌、ウィルスと抵触している。そのため、
腸管には抗原および病原体侵入に対する特
殊な防御機構が備わっている。腸管粘膜上皮
に存在する杯細胞は、ムチンと水を主成分と
する粘液が分泌され微生物の上皮細胞への
定着を物理的に阻害し、排出を促す役割を果
たしている。このように腸管には物理的、科
学的バリアーが存在するが、さらに腸管には
抗原および病原体侵入に対する特殊な免疫
系、腸管関連免疫組織（ gut-associated 
lymphoid tissue:GALT）が存在する。GALT
の中でも最も代表的な組織はパイエル板と
呼ばれ、パイエル板を覆う濾胞関連上皮
（FAE）には特殊な上皮細胞である M 細胞
が存在する。このM細胞は蛋白質、細菌、ウ
イルスなどを細胞内に取り込み、外来抗原情
報として下部リンパ組織に伝達する機能で
あるトランスサイトーシス能を有する。この
ことから、M細胞は粘膜免疫応答において重
要な役割を担っている。M細胞の細胞表面に
は、吸収上皮で見られる密に発達した微絨毛
を形成せず、代わりに microfold と呼ばれる
細胞膜のひだ状構造を形成している。また、
M 細胞の基底膜は深く陥入したポケット構
造を形成し、そこに数個のリンパ球あるいは
樹状細胞を抱え込んでいる。 
	
 近年、腸管M細胞および in vitroで分化し
た M 細胞が異常プリオン蛋白を取り込んで
トランスサイトーシスを行うことが報告さ
れ、M細胞を介したプリオン感染系の存在が
明らかとなった。その感染は、消化管M細胞
が異常プリオン蛋白と接触して取り込むこ
とより始まり、輸送小胞として基底側へトラ
ンスサイトーシスを行うことによると予想
されているが、そのメカニズムや関連するタ
ンパク質といった詳細な機構は不明である。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究室では、解糖系酵素アルドラーゼ A
が当研究室より樹立した M 細胞分化ウシ腸
管上皮細胞（M cell differentiated BIE 
cells:M-BIE 細胞）の輸送小胞より同定した
プリオン蛋白質と親和性のある蛋白質であ
り、異常型プリオン蛋白質侵入機構に関わっ
ている可能性が高いことを発見した。しかし、
アルドラーゼと腸管の抗原侵入機構との関

係についての報告は皆無である。そこで本研
究では、本研究室で樹立したマウス腸管上皮
細胞（MIE cells）およびウシ腸管上皮細胞
（BIE cells）を用いてアルドラーゼ Aを介し
た異常型プリオン蛋白質取り込み機構の解
明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス、ウシ腸管におけるアルドラー
ゼ A の発現解析：動物は雄の 8-10 週齢の雄
のホルスタインおよび 6 週齢 C57BL/6（日本
SLC）を用いた。屠殺後小腸パイエル板を採
取し、抗体を用いて免疫染色および免疫電顕
を行った。	
 
（２）プリオン蛋白質結合蛍光ビーズのトラ
ンスサイトーシスにおけるアルドラーゼ Aの
発現解析：細胞は、ウシ腸管上皮細胞（BIE
細胞）およびマウス腸管上皮細胞（MIE 細胞）
を用いた。ウシ M細胞分化誘導には、ウシ血
液から比重遠心分離法により単離した PBMC
を IL-2 で 3 日間刺激した上清を用いた。マ
ウス M細胞分化誘導には、マウスの脾臓細胞
を IL-2 および CD3,	
 CD28 抗体で 3 日間刺激
した上清を用いた。M 細胞分化誘導は、細胞
をトランズウェルの上部に 1.0	
 x	
 106	
 cells	
 /	
 
well の密度で播種し、3日間培養し、トラン
ズウェルの上部を 10%	
 FBS	
 /	
 DMEM、下部を M
細胞分化誘導培地に置換して 3日間培養した。
組み換え型ウシおよびマウスプリオン蛋白
を用いてプリオン蛋白結合蛍光ビーズを作
成し、トランズウェル上部に添加し、9 時間
培養した。トランズウェル下部に輸送された
プリオン蛋白結合蛍光ビーズの数は FACS を
用いて計測した。	
 
（３）トランスサイトーシスにおけるアルド
ラーゼ A の役割：M 細胞に分化した細胞に抗
アルドラーゼ A抗体を添加し、下部培地中の
蛍光ビーズを計測し、BIE 細胞および MIE 細
胞のトランスサイトーシス能を評価した。ア
ルドラーゼ Aノックアウト MIE 細胞の作製に
は、TANEN 法によって行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）マウス、ウシ腸管におけるアルドラー
ゼ A の発現解析：解糖系酵素アルドラーゼ A
は、解糖系でフルクトース 1,6 ビスリン酸か
らグリセルアルデヒド 3−リン酸とジヒドロ
キシアセトンリン酸を生成する酵素である。
近年の報告により、アルドラーゼはスクレイ
ピー感染マウスの小脳や孤発性 CJD 発症患者
の脊髄に高発現すること、インスリン取り込
みに関わる GLUT4 や原虫のアドへリンと結合
し、取り込みや感染に関わっていることなど
複数の機能が存在することが報告されてい
る。しかし、アルドラーゼ Aとプリオンの侵
入器官である腸管との関連についてはほと
んど知られていない。	
 
	
 アルドラーゼ A は十二指腸、空腸、回腸お
よび結腸上皮細胞の頂端部および杯細胞の
ムチン部に発現した。また、アルドラーゼ A



は粘液マーカーである MUC2 と杯細胞のムチ
ン部および上皮細胞表面で共染色されたこ
とから、粘液中に存在し、粘液を通して吸収
上皮細胞表面全体に広く輸送、分布されるこ
とが示唆された。加えて、アルドラーゼ Aと
エンドソームマーカーである Lamp-1 と抗原
の取り込みおよびゴルジ小胞が多く存在す
ることが報告されている杯細胞のムチン部
下部領域で共染色されたことから小胞中に
存在することが明らかとなった。パイエル板
FAE におけるアルドラーゼ A は M 細胞マーカ
ーである Cytokeratin	
 18	
 （CK18）陽性細胞
の細胞表面および細胞質中に存在したが
CK18 陰性の細胞では発現が見られなかった。
このことからウシ FAE 中のアルドラーゼ Aは
M 細胞特異的に局在することが明らかとなっ
た。次に、腸管上皮細胞中のアルドラーゼ A
の局在を詳細に検討するために免疫電子顕
微鏡法による超微細構造中のアルドラーゼ A
の発現解析を行った。吸収上皮おけるアルド
ラーゼ A の発現は微絨毛で多く発現したが、
細胞質中での発現は少なかった。杯細胞にお
けるアルドラーゼ Aはムチン部の粘液顆粒お
よびムチン部下部に存在する小胞に存在し
た。FAEの M細胞におけるアルドラーゼAは、
M 細胞の細胞表面に存在した。加えて、M 細
胞の細胞質中に確認されたアルドラーゼ Aは
M 細胞中に多く存在した輸送小胞の膜表面付
近に多く局在することが明らかとなった。以
上より、輸送小胞によって同定されたアルド
ラーゼ Aが M細胞の輸送小胞に局在すること
が確認された。	
 
	
 次に、マウスパイエル板におけるアルドラ
ーゼ Aの局在を蛍光免疫染色およびホールマ
ウント染色により発現解析を行った。アルド
ラーゼ Aは FAE 上に散在して存在し、マウス
M細胞マーカーである Glycoprotein	
 2（GP-2）
と共染色されたが、GP-2 陰性の細胞では発現
が見られなかった。加えて、ホールマウント
染色の結果、アルドラーゼ A と GP-2 は細胞
表面上で共染色されることが明らかとなっ
た。最後に、SEM によって M 細胞の特徴であ
る発達した微絨毛を持たず microfold 構造を
持つことが確認された上皮細胞とアルドラ
ーゼ A および GP-2 陽性細胞が合致すること
が明らかとなった。以上よりマウス FAE 中に
おいてもアルドラーゼ Aは M細胞特異的に局
在することが明らかとなった。	
 
（２）プリオン蛋白質結合蛍光ビーズのトラ
ンスサイトーシスにおけるアルドラーゼ Aの
発現解析：プリオン病の感染は M細胞を介し
て取り込まれると考えられているが、実験手
法の困難もあり、M 細胞を介した異常プリオ
ン蛋白質侵入機構の詳細な研究が滞ってい
るのが現状である。当研究室で樹立した BIE
および MIE 細胞は、それぞれ interleukin-2
および抗 CD3、CD28 抗体の刺激により M細胞
に分化し、M 細胞に分化した BIE 細胞が異常
型プリオン蛋白質をトランスサイトーシス
することを報告している。	
 

	
 BIE および MIE 細胞のアルドラーゼ A は細
胞の頂端部に局在し、M 細胞に分化誘導する
ことで多く発現することが確認された。粘液
中や管腔側にアルドラーゼ Aは局在していた
ことからアルドラーゼ Aは分泌されることが
考えられる。そこで、BIE 細胞中のアルドラ
ーゼ Aが分泌されるかどうかを解析するため
に、BIE 細胞をトランズウェルに播種し、上
部および下部培地中のアルドラーゼ Aの量を
Western	
 blot 解析により解析した。培地中の
アルドラーゼ Aは上部培地の方が下部培地よ
り発現量が多く、M 細胞に分化することによ
って多く分泌されることが判明した。分泌さ
れたアルドラーゼ Aとプリオン蛋白質に親和
性があるかを解析するために、組み換え型プ
リオン蛋白質（rbPrP）および ELISA 法を用
いて、培地中のアルドラーゼ Aと rbPrP の親
和性解析を行った。その結果、分泌されたア
ルドラーゼ Aは rbPrP と親和性があることが
明らかとなった。	
 
	
 次に、トランズウェル上に播種した M-BIE
および M-MIE 細胞上にプリオン蛋白質結合蛍
光ビーズを添加し、9 時間後の下部培地中の
蛍光ビーズの量をフローサイトメトリー解
析により解析し、トランスサイトーシスされ
た蛍光ビーズの量はプリオン蛋白質結合蛍
光ビーズの方が無処理の蛍光ビーズに比べ
有意に多いことが明らかとなった。免疫染色
の結果、細胞表面上のアルドラーゼ Aと蛍光
ビーズが共染色されることが確認された。加
えて、細胞の頂端部に存在したアルドラーゼ
A が蛍光ビーズと輸送小胞と共に取り込まれ、
アルドラーゼ Aの局在が細胞中および細胞下
部に変化することが判明した。一方で、無処
理の蛍光ビーズの方がプリオン蛋白質結合
蛍光ビーズより多く細胞中に存在すること
が判明した。以上より、アルドラーゼ A は M
細胞のトランスサイトーシスに関っている
ことが判明した。	
 
（３）トランスサイトーシスにおけるアルド
ラーゼ Aの役割：トランスウェル上に播種し
た M-BIE および M-MIE 細胞に抗アルドラーゼ
A 抗体を 2 時間前処理した後プリオン蛋白質
結合蛍光ビーズを添加し、9 時間後の下部培
地中の蛍光ビーズの量をフローサイトメト
リー解析により無処理の M-MIE 細胞と比較解
析した。抗アルドラーゼ A抗体処理によるト
ランスサイトーシスされた蛍光ビーズの量
の影響は、無処理の蛍光ビーズでは変化が見
られなかったが、プリオン蛋白質結合蛍光ビ
ーズでは約 70%減少した。	
 
	
 アルドラーゼ Aノックアウト MIE 細胞はア
ルドラーゼ A の発現が無く、M 細胞に分化誘
導しても GP-2 の発現がやや少なかった。ア
ルドラーゼ Aノックアウトによるトランスサ
イトーシスされた蛍光ビーズ量への影響は、
無処理およびプリオン蛋白質結合蛍光ビー
ズ両方で減少したが、プリオン蛋白質結合蛍
光ビーズの方がより減少したことより、アル
ドラーゼ Aの発現を阻害することで M細胞の



プリオン蛋白質結合蛍光ビーズのトランス
サイトーシスが抑制されることが判明した。	
 
	
 ヒツジスクレイピー由来プリオン株（22L
株）に持続感染した神経線維芽細胞株由来の
異常型プリオン蛋白質から異常型プリオン
蛋白質を抽出した。トランズウェルに播種し
た M-BIE 細胞上に抗アルドラーゼ A抗体を前
処理し、PrPSc を添加、9 時間後の上部およ
び下部培地中の異常型プリオン蛋白質の量
を Western	
 blot 解析により解析し、免疫染
色法により細胞中のアルドラーゼ Aおよび異
常型プリオン蛋白質の局在を異常型プリオ
ン蛋白質に反応性、染色性の高い mAb132 抗
体を用いて発現解析を行った。免疫染色の結
果、プリオン蛋白質結合蛍光ビーズのときと
同様に、添加した異常型プリオン蛋白質とア
ルドラーゼ Aは M 細胞上で共染色され、細胞
の頂端部に存在したアルドラーゼ Aが異常型
プリオン蛋白質と輸送小胞と共に取り込ま
れ、アルドラーゼ Aの局在が細胞中および細
胞下部に変化することが判明した。無処理の
M-BIE 細胞は添加した異常型プリオン蛋白質
を取り込み、下部培地にトランスサイトーシ
スするが、抗アルドラーゼ A抗体で処理した
M-BIE 細胞では下部培地中に異常型プリオン
蛋白質が検出されずトランスサイトーシス
が抑制されることが判明した。以上より、ア
ルドラーゼ Aの発現を阻害することで M細胞
の異常型プリオン蛋白質のトランスサイト
ーシスが抑制されることが判明した。	
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